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RESUMEN

Las semillas de Retanilla ephedra no germinan en ensayos de
laboratorio. La eliminación del endosperma permite la germi

nación de los embriones sin dificultad. Bioensayos de extrac

tos metanólicos del endosperma. con semillas de lechuga cv

"Great Lakes", muestran un fuerte efecto inhibidor de la ger

minación en la fase acuosa. Esta inhibe también la germina

ción de embriones de Retanilla ephedra. Bioensayos de cro-

matogramas del acuoso indican semejanza del efecto inhibi-

dor con el producido por ácido abscisico.

ABSTRACT

Seeds of Retanilla ephedra failed to germinate under
laboratory conditions. Removal of the endosperm allowed
germination of the embryos. Bioassays using a methanolic

extract of endosperm inhibited germination of lettuce seeds

cv. "Great Lakes". The same extract inhibited germination of

isolated embryos of Retanilla ephedra.

Bioassays of water extract of the chromatograms revealed

that the inhibitory factor may resemble the inhibitory effect

of Abscisic Acid.

Keywords: Retanilla ephedra. Germination inhibitors.

Abscisic Acid.

INTRODUCCIÓN

La germinación de las semillas de numerosas es-

pecies está controlada por mecanismos internos y

externos. Estos aseguran la permanencia en el
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tiempo y en el espacio de la especie y de la pobla-

ción (Hess, 1975; Leopold & Kriedeman, 1975).

Las plantas y/o sus semillas pueden producir

substancias inhibidoras de la germinación que
controlan el evento (Evenari, 1949; Rice, 1974;

Mancinelli y Abarzúa, 1 976). La acción de estas

substancias se elimina por acción directa o indi-

recta por factores del medio ambiente. Experi-

mentalmente, se puede lograr por bajas tempera-

turas (Villiers & Wareing, 1965), fotoperíodos

adecuados (Black & Wareing, 1955).

Se han caracterizado numerosos inhibidores

de la germinación en frutos y/o semillas, apare-
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ciendo el ácido abscísico como uno de alta rele-

vancia (Addicott & Lyon, 1969; Wareing &
Saunder, 1973).

Retanilla ephedra es un arbusto autóctono de

Chile fijador de nitrógeno, cuyas semillas no ger-

minan en pruebas de laboratorio, pero sus

embriones aislados lo hacen rápidamente y sin di-

ficultad. Este comportamiento hace suponer la

acción de inhibidores. La caracterización de este

efecto es el objetivo de este trabajo.

MATERIALESY MÉTODOS

Se recolectó frutos de Retanilla ephedra en

Quebrada Honda, camino Concepción a Tomé,

Km. 22, VIII Región, Chile.

Se aisló el endosperma de las semillas por me-

dio de un bisturí, cortándolos finamente. Se pesó

1.646 mg y se extrajo en un soxhlet con metano!

al 80% durante 48 hrs. Se eliminó el solvente a

presión reducida y baja temperatura. El residuo

se disolvió en NaHC030.5 N y luego se procedió

a separar en fracciones: básica (pH 8,6), acida

(pH 2,5) y neutra (pH 7). Se utilizó un poten-

ciómetro Corning modelo 125, ajustando el pH
con HCL0.5 N y NaHCOS0.5 N(Larsen, 1955).

Cada fracción se extrajo tres veces con éter etíli-

co usando volúmenes de 5 mi.

Los extractos etéreos se guardaron en frascos

de vidrio con tapa esmerilada y se mantuvieron a

baja temperatura para evitar su alteración (4"C).

El residuo acuoso de la fracción neutra se guardó

en igual forma y se la denominó fracción acuosa

(pH 7). Se calculó la concentración de cada frac-

ción evaporando un volumen adecuado (1-4 mi)

y pesando el residuo.

Las fracciones se separaron por cromatogra-

fía ascendente en bandas de papel Whatmann

N° 1 de 10 cm de ancho, sembrándose 5 mg de

extracto a 7 cm de la parte inferior y se de-

sarrollaron hasta —30 cm en isopropanol: amo-

níaco: agua (100: 14:6) V/V(Hemberg, 1958). Los

cromatogramas se secaron a temperatura am-

biente y se guardaron a baja temperatura (0-4°C)

hasta su análisis posterior. Se desarrollaron tres o

más cromatogramas de cada fracción.

Se analizó el efecto de las fracciones básica,

acida, neutra y acuosa sobre la germinación, co-

locando 25 semillas de lechuga cultivar "Great

Lakes" en placas Petri (50 mm\|)), con 5 mg más

de extracto en 0.7 mi de agua destilada, a menos

que se indique lo contrario. Se incubaron a la

obscuridad a —23''C y se controló a las 24 hrs.

Para analizar los cromatogramas de cada

fracción, éstos de dividieron en 10 partes iguales

(origen/frente), originando igual número de Rf,

los que se cortaron y se pusieron en sendas placas

Petri (50 mmi^), con 25 semillas de lechuga más

0.7 mi de agua destilada. Se usó como control la

parte inicial inferior de la banda de papel. De ca-

da cromatograma se hicieron tres bioensayos. Se

incubaron y controlaron en la forma ya descrita

y los resultados se analizaron por X2 (Chi2) (Wo-

olf, 1968). Los valores que aparecen en tablas y

figuras son estadísticamente significativos.

RESULTADOS

Los análisis preliminares de las fracciones acida,

básica, neutra y acuosa, separadas del extracto

metanólico del endosperma de Retanilla ephedra,

por medio de bioensayos de germinación de se-

millas de lechuga cv. "Great Lakes", mostraron

que la fracción acuosa ejerce un fuerte efecto

inhibidor sobre la germinación, efecto que es sig-

nificativo (P<0.1%). Comose puede apreciar en

la Tabla I.

Tabla I. Efecto de las fracciones acida, básica, neutra y acuosa extraídas del endosperma de Retanilla ephedra,

sobre la germinación de semillas de lechuga cv. "Great Lakes". La concentración de cada fracción es de 25 mg
0.7 mi '. Se incubó a la obscuridad a 23°C y se controló a las 24 hrs.
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El análisis por medio de ensayos de germina-

ción de la fracción acuosa del endosperma de Re

ranilla ephedra. usando concentraciones de 0. 1
-

0.6 mgml ', señala que a concentraciones más

bajas que la empleada en los ensayos anteriores

(5 mg), aún se mantiene la inhibición sobre la ger-

minación de semillas de lechuga cv. "Great La-

kes", efecto que es significativo (P < 0. 1 %) y que

se observa en la Tabla II.

Tabla II. Efecto de la concentración del extracto acuoso de endosperma de Relanilla ephedra. sobre la germina-

ción de semillas de lechuga cv. "Great Lakes". La concentración está expresada en mg. 0.7 mi'' de agua destila-

da. Se inciibó a la obscuridad a —23''C y se controló a las 24 hrs.

GERMINACIÓN
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Los bioensayos de germinación de cada uno

de los rf de cromatogramas de las fracciones aci-

da, básica, neutra y acuosa, con semillas de

lechuga cv. "Great Lakes", señalaron un efecto

inhibitorio de todas las fracciones, pero en la par-

te acuosa el efecto es estadísticamente significati-
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DISCUSIÓN

La cubierta seminal de muchas especies restringe

la germinación impidiendo la entrada del agua o

del oxigeno, esto último es más importante que la

salida del C02 producido metabólicamente,

puesto que su solubilidad en agua baja su operati-

bilidad (Heydecker & Orphanos, 1 980). La escari-

ficación o eliminación de la testa de las semillas

de Retanilla ephedra no elimina la restricción

germinativa, por lo tanto, no se puede argumen-

tar que la falta de germinación sea debida a un

efecto mecánico o de impermeabilidad de la testa

(Chen & Thimann, 1966). Al comprobar que los

embriones aislados germinan sin ninguna dificul-

tad, entonces la restricción germinativa debe en-

contrarse en los tejidos que rodean al embrión

(endosperma).

El análisis preliminar del efecto sobre la ger-

minación de las fracciones permitió caracterizar

el comportamiento general de éstas (Webb et ai,

1973), destacándose el fuerte efecto inhibitorio

de la fracción acuosa sobre la germinación (Tabla

I).

Como la cantidad de extracto de la fracción

colocada en las placas es de - 5 mg, el efecto

inhibitorio podría atribuirse a la concentración.

Por lo tanto, se diluyó el extracto acuoso de 0. 1 a

0.6 mg • 0.7 mil. Lqs bioensayos (Tabla II)

muestran que el efecto inhibitorio sobre la germi-

nación se debe a la naturaleza de éste y no a su

concentración y los resultados son estadística-

mente significativos (P<0.1%). Sin embargo, al

considerar que se usó NaHC03 y HCl para ajus-

far el pH, la presencia de NaCl resultante podría

también estar implicado por cambios en el poten-

cial hidrico ( <ii ). Sin embargo, bioensayos con

NaHC03 en las mismas condiciones utilizadas

para obtener la fracción acuosa demostraron no

ser efectivas, puesto que no se produjo inhibición

de la germinación (resultados no mostrados). Por'

lo tanto, esto apoya la presencia de un factor

inhibitorio en la fracción acuosa extraída del en-

dosperma de Retanilla ephedra. Existe la posibili-

dad que las semillas de lechuga cultivar "Great

Lakes" sean fotoblásticas, lo que podría influir en

los resultados, pero como todos los bioensayos se

hicieron a la obscuridad y a la misma temperatu-

ra, 23 °C, no se podría argumentar otra influen-

cia que no sea el factor inhibitorio presente en la

fracción acuosa.

La incubación de embríones de Retanilla

ephedra, junto a semillas de lechuga con extracto

acuoso y endosperma en la misma placa, mostra-

ron nuevamente el fuerte efecto inhibidor de la

germinación sobre las semillas de lechuga aunque

en menor grado en los embriones de Retanilla

ephedra (Tabla III), siendo más acentuado el

efecto del extracto acuoso.

Considerando el aparentemente menor efecto

sobre los embriones de Retanilla ephedra, se esti-

mó que debería mantenerse con éstos la misma

relación utilizada peso extracto/peso semilla de

lechuga en los bioensayos anteriores. De esta ma-

nera se trató de equiparar los ensayos de germi-

nación, detectándose ahora una inhibición total

de la germinación de los embriones de Retanilla

ephedra (Tabla IV), con las dos concentraciones

de extracto acuoso ensayadas (33.5 y 67 mg). Es-

tas experiencias apoyan la hipótesis que el inhibi-

dor de la germinación en Retanilla ephedra está

presente en el endosperma y que la aparente falta

de actividad se debía al uso de dosis subvaloradas

pero adecuadas para los bioensayos con semillas

de lechugas.

El análisis de la fracción acuosa separando

por cromatografía y el consiguiente bioensayo de

cada rf, señaló que la zona de rf 0.8 - 0.9 presen-

taba un fuerte inhibidor sobre la germinación.

Esta actividad coincide con la del ácido abscísico

desarrollado en forma separada o como co-

cromatografía (Fig. lE), esto hace suponer que

una parte del efecto inhibitorio es semejante a la

del ácido abscísico, puesto que la zona restrictiva

en el cromatograma de la fracción acuosa es más

extensa (Fig. lE). Aunque Webbet ai, 1973, se-

ñalan que ABA se encuentra en la fracción acida

y entre ú 0.6-0.8 (Wareing & Saunder, 1971), su

sistema de solventes para desarrollar los croma-

togramas isopropanol: amoníaco: agua ( 1 0: 1 : 1 ) es

más polar que el utilizado en el presente trabajo

( 10: 1 :4:0:6), por lo tanto, su posición en el croma-

tograma es distinta (Becerra, J. Comunicación

Personal). Además, la fracción acida fue la que

menos actividad presentó en los bioensayos. Esto

permite apoyar la similitud del efecto inhibidor

del endosperma de las semillas de Retanilla

ephedra, con el de ABA. Por otra parte, bioensa-

yos con ácido sináptico, ácido siríngico, ácido

transcinámico, cumarína, ácido ferúlico y ácido

cafeico (resultados no mostrados), no pudieron

homologarse con el efecto inhibitorio presente en

las semillas de Retanilla ephedra. A pesar que los

dos primeros producen inhibición total de la ger-
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minación en los bioensayos, no fue posible identi-

ficarlos cromatográficamente.
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